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Resumen  
En el presente trabajo se muestra el estudio químico de la fracción soluble en sec-butanol obtenida por 
fraccionamiento del extracto crudo en etanol de las hojas de Chelonanthus alatus (Gentianaceae). A partir 
de esta fracción se aislaron cuatro metabolitos secundarios tipo iridoide por aplicación de varios métodos 
cromatográficos en forma sucesiva; uno de estos metabolitos, el isobutirato de 7-swerosido, fue 
identificado como un nuevo secoiridoide; los otros tres secoiridoides aislados son conocidos como 
dihidrochelanthósido, swerósido y vogelósido; este último se identificó por primera vez en esta especie 
(C. alatus). Las estructuras de estos compuestos se identificaron por aplicación de métodos 
espectroscópicos.  
Palabras clave: secoiridoides, Chelonanthus alatus, Gentianaceae. 
 
Abstract 
This work presents the chemical study of the sec-butanol fraction obtained from the ethanolic extract 
from leaves of Chelonanthus alatus (Gentianaceae). From this fraction, four secondary metabolites of the 
iridoid type were isolated by application of several chromatographic methodologies. A novel secoiridoid, 
7-sweroside isobutirate, was isolated with other three known secoirioids previously reported: 
dihidrochelanthoside, sweroside and vogeloside. The last one was found for the first time in this specie. 
The structures of these compounds were elucidated by spectroscopic methods. 
Key words: secoiridoids, Chelonanthus alatus, Gentianaceae. 
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INTRODUCCIO N 
Desde la antigüedad se conoce el uso medicinal de las plantas; la naturaleza proporciona un gran número 
de compuestos que se aplican como medicamentos, alimentos, colorantes, los cuales han servido como 
fuente de inspiración para la síntesis de nuevas moléculas con actividad biológica.
1, 2
  
La etnobotánica y la etnofarmacología informan que la especie Chelonanthus alatus (Gentianaceae) 
presenta actividades biológicas interesantes;
 3, 4
 sin embargo hasta el momento no se han realizado 
estudios químicos con el objeto de identificar los compuestos  responsables de las propiedades 
observadas, esto hace que la planta sea prácticamente desconocida desde el punto de vista químico. La 
revisión bibliográfica exhaustiva arrojó muy pocos reportes relacionados con la presencia de metabolitos 
secundarios; en este trabajo se busca contribuir al conocimiento químico de la especie mediante el estudio 
de metabolitos secundarios tipo iridoide.  
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1. Capí tulo 1 
Marco Teo rico 
1.1. Generalidades de la familia Gentianaceae 
La familia Gentianaceae se encuentra distribuida en los cinco continentes, contiene 87 géneros y más de 
1600 especies clasificadas en seis tribus y es la tercera familia más grande del orden Gentianales. Las 
plantas de esta familia presentan grandes variaciones en cuanto su hábitat, morfología, y distribución 
geográfica; en general habitan en regiones templadas, subtropicales y tropicales y se caracterizan por 
presentar principios amargos y colorantes. En Centroamérica y Suramérica se ha descrito una gran 
diversidad con 47 géneros nativos de los cuales  36 son endémico (Tabla 1.1).
5,6
 
Tabla 1.1 Distribución mundial de los géneros de la familia Gentianaceae.
5
 
 Número de géneros presentes Porcentaje 
Centro y Suramérica 47 34,5 
Asia 26 19,5 
África 21 15,4 
Norteamérica 15 11 
Europa 10 7,36 
Madagascar 10 7,36 
Australia, Nueva Zelanda 7 5,1 
 
La  familia Gentianaceae está compuesta por hierbas anuales, bianuales o perenes, raramente arbustivas o 
arbóreas, con algunos representantes saprófitos; se caracterizan por tener hojas opuestas en ocasiones 
alternas, no presentan estipulas, son sésiles o de peciolo corto; presentan inflorescencia cimosa, 
comúnmente reducida a  flores solitarias, localizadas en la porción terminal de los tallos. Sus flores son 
actinomorfas, casi siempre hermafroditas, tetrámeras o pentámeras de corola campanulada. El fruto 
comúnmente es una cápsula con semillas pequeñas usualmente numerosas.
7
 
En la tribu Helieae  de la familia Gentianaceae exclusivamente neotropical, el género Chelonanthus 
(Griseb.) Gilg presenta la mayor área de distribución. Este género se extiende desde el norte de México  
hasta el sur de Brasil y Bolivia, presenta una taxonomía muy confusa y muchas de sus especies han sido 
descritas anteriormente en géneros diferentes como Lisyanthus, Helia e Irlbachia. En la actualidad se 
reconocen ocho especies para este género.
5, 6
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1.2. Morfología de la especie Chelonanthus alatus 
 
Figura 1.1. Morfología de Chelonanthus alatus. a. Rama con flores, b. Estambre, c. Cáliz mostrando 
pistilo, d. Fruto, e. Semilla.
7
 
La especie Chelonanthus alatus (Aubl) Pulle, anteriormente ha sido descrita como Lisianthius alatus, 
Irlbachia alata, Lisyanthus alatus, Helia alata, Lisianthus chelonoides, Helia chelonoides, Chelonanthus 
4 
 
chelonoides, Lisianthus acutangulus, Helia acutangula, Chelonanthus acutangulus, Lisianthus trifidus, 
Lisyanthus trifidus, Helia trifidus, Lisianthus virgatus, Progel, Adenolisianthus virgatus.
8
 Es una especie 
altamente variable; presenta diferentes subespecies bien diferenciadas desde México hasta Paraguay.
9
 Las 
plantas de la especie C. alatus se caracterizan por ser hierbas anuales, con tallos erectos tetrangulares o 
subcilindricos, ligeramente alados y glabros (Figura 1.1). Sus hojas son sésiles, ovaladas o elípticas de 3 a 
20 cm de largo y 2 a 10 cm de ancho; las hojas superiores son de menor tamaño, tienen el ápice 
acuminado y la base es redondeada. Presentan inflorescencia terminal, ocasionalmente axial, ascendente, 
formada por dicasios simples o compuestos, con ramificación dicotómica. Sus flores son pentámeras, 
poseen cáliz campanulado de 4 a 8 mm de largo, los lóbulos son oblongos, de 2 a 5 mm de largo, la corola 
es amarillo-verdosa de 20 a 32 mm de largo, estambres incluidos a ligeramente exertos de 1.5 a 2.2 mm 
de largo, el ovario es ovalado 4 a 6 mm de largo. El fruto es una cápsula elíptica de 14 a 22 mm de largo 
sus semillas son tetragonales a irregulares de color pardo-rojizas de 0.2 a 0.3 mm de largo.
7
 C. alatus es 
una de las pocas especies polinizadas por murciélagos; la forma campanulada de sus flores se ajusta a la 
forma y el tamaño de la cara del murciélago y en áreas pantanosas se comporta como una maleza, 
colonizando los bodes de los bosques.
10
  
 
Con respecto a la distribución de la especie C. alatus en Colombia, en el Herbario Nacional Colombiano 
se encuentran colecciones provenientes de los departamentos de Antioquia, Chocó, Cauca, Boyacá, 
Cundinamarca, Córdoba, Guainía, Huila, Magdalena, Santander, Tolima, Valle del Cauca, Caldas, 
Casanare, Meta, Norte de Santander, Caquetá, Amazonas, Vaupés, y de la frontera con Brasil.
11
  
 
1.3. Marcadores quimiotaxonómicos de la familia Gentianaceae 
 
En la familia Gentianaceae se han identificado algunos metabolitos definidos como marcadores 
quimiotaxonómicos; entre estos se encuentran los denominados iridoides, las xantonas como  la 
mangiferína y los C-glucoflavonoides. Las especies de la tribu Helieae se caracterizan por presentar 
iridoides, entre estos se incluyen los secoiridoides; además se conocen xantonas biosintéticamente 
primitivas, se distinguen por la ausencia de manguiferina y C-glucoflavonoides (Figura 1.2).
5
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(a)                                                                              (b) 
Figura 1.2. Estructura de la manguiferina (a) y de la swertisina (b), un C-glucoflavonoide  
 
1.3.1. Iridoides 
Los iridoides son monoterpenoides formados por la ciclación alternativa del difosfato de geranilo;   estos 
se han descrito en un gran número de plantas y en algunos animales usualmente en forma de glicósidos. 
Los iridoides presentan un esqueleto derivado del ciclopentano[c]pirano el cual ha sido descrito como 
iridano (cis-2-oxabiciclo[4.3.0]-nonano). 
12, 13
 
  
(a)                     (b) 
Figura 1.3. Estructura básica y numeración de los iridoides (a) y secoiridoides (b). 
 
Los secoiridoides se origina mediante la ruptura oxidativa del enlace C-7 – C8 en el residuo ciclopentano 
del esqueleto básico (Figura 1.3); la estereoquímica cis de los protones H-5 y H-9 es una de las 
características estructurales más importante de los iridoides.
12, 13
  
En términos de biogénesis, la formación de los iridoides puede considerarse que comienza con el iridodial 
que sigue diversas transformaciones a través de 27 rutas diferentes. Los iridoides han sido utilizados 
como marcadores químicos para los superordenes Corniflorae, Gentianiflorae, Loasiflorae y Lamiiflorae. 
El número y la naturaleza de los iridoides son una medida de la complejidad de las rutas involucradas en 
su biosíntesis. En quimiosistematica, el valor de los iridoides tiene un significado importante en la 
clasificación, filogenia y evolución de las plantas.
13
  
 
6 
 
 
 
Figura 1.4. Ruta biosintética general para iridoides.
14
  
7 
 
La biosíntesis de los iridoides (Figura 1.4) se caracteriza por una ciclación alternativa del geraniol y por la 
ausencia de intermediarios fosforilados y se conocen dos rutas principales; la primera se encuentra en los 
superordenes Gentiananae y Cornanae y la segunda ruta parte del epi-iridodial y se da principalmente en 
el superorden Lamianae.
5, 15
. En la primera ruta la ciclación fundamental para obtener el iridodial ocurre 
como un ataque de hidruro al dialdehído, el cual se obtiene por una serie de hidroxilaciones y oxidaciones 
del geraniol. Posteriores oxidaciones producen el iridotrial, cuya forma hemiacetálica contiene el anillo 
heterocíclico; una vez obtenido el iridotrial existen dos posibilidades; que el metilo original de la cabeza 
del geraniol termine como el aldehído o el anillo heterocíclico. La obtención de loganina involucra una 
secuencia de reacciones en las cuales el grupo aldehído remanente es oxidado al ácido y este es metilado 
para llegar a la deoxiloganina, que es hidroxiada para obtener la loganina, que es el intermediario clave en 
la biosíntesis de otras estructuras de iridoides  y también participa en la ruta para obtener alcaloides 
indólicos.
14
 
Los iridoides pueden clasificarse en cuatro grupos principales: iridoides simples o no glicosidados, 
iridoides glicosidados, secoiridoides y bisiridoides;
16
 algunos autores han recopilado la información de los 
iridoides identificados junto con sus datos espectroscópicos y las actividades biológicas que presentan.
12, 
17-19
 
Los iridoides son compuestos estables a temperatura ambiente e inestables a altas temperaturas y también 
son sensibles a tratamientos con agentes ácidos, los cuales hidrolizan los enlaces glicosídicos y 
descomponen la estructura de la aglicona por el anillo piranoide. Teniendo en cuenta lo anterior, se han 
establecido una serie de métodos para la extracción, purificación y análisis de los mencionados 
componentes.
20-22
 Para la extracción de iridoides, usualmente como disolvente se utilizan etanol, metanol 
o soluciones alcohólicas y además de los métodos convencionales de extracción como maceración o 
percolación, se han propuesto otros métodos, como la extracción asistida por ultrasonido (UAE) a 
temperatura ambiente, la cual resulta ser una técnica útil en la extracción de iridoides de una forma segura 
y muy eficiente y que puede llevarse a gran escala. Otros métodos como extracción con agua caliente y 
agua caliente presurizada (PHWE), también son eficientes y tienen la ventaja de ser ambientalmente 
amigables.
20, 23
 
 
Las plantas de la familia Gentianaceae son reconocidas por su sabor amargo, el cual se relaciona con el 
contenido de iridoides, como la amarogentina clasificada como la sustancia más amarga que se conoce. 
Los principios amargos han sido utilizados en remedios tradicionales para la pérdida de apetito y la 
fiebre.
5
 En todas las especies investigadas en la familia Gentianaceae se han encontrado iridoides, 
8 
 
principalmente secoiridoides, entre los que predominan el swerosido, la swertiamarina  y/o el 
gentiopicrosido (Figura 1.5).
12, 18
 
 
    
      
 
Figura 1.5.  Estructuras de (a) amarogentina, (b) swertiamarina y (c) gentiopicrosido.  
 
1.3.2. Xantonas 
 
Las xantonas se encuentran casi exclusivamente en las familias Guttiferae y Gentianaceae, y a diferencia 
de los iridoides, estas no están presentes en todas las especies estudiadas en la familia.
5
 Las xantonas, del 
griego xantos que significa amarillo, son derivados oxigenados de la dibenzo-γ-pirona (Figura 1.6), las 
cuales se caracterizan por ser de color amarillo y por presentar actividad antiinflamatoria, antioxidante y 
antimicrobiana entre otras.
24
 
 
 
Figura 1.6. Estructura de la dibenzo-γ-pirona 
 
La amplia presencia y variación de los patrones de oxigenación de las xantonas y la presencia de azucares 
ha sido útil en el análisis taxonómico. Se ha establecido que las xantonas trioxigenadas representan un 
estado primitivo y entre mayor sea el grado de oxigenación de estos compuestos, más avanzado es el 
(a) (b) (c) 
9 
 
taxón donde se encuentran. En la tribu Helieae se presentan xantonas biosintéticamente primitivas. En las 
especies de esta tribu no se encuentra manguiferina ni C-glucoflavonoides.
5
 
 
1.4. Compuestos encontrados en C. alatus 
 
En la actualidad, se conocen sólo tres estudios relacionados con los metabolitos presentes en C. alatus. De 
la fracción soluble en alcohol n-butílico, proveniente del extracto crudo en metanol de la parte aérea, se 
asilaron los secoiridoides chelonanthosido y dihidrochelonanthosido junto con el swerosido, previamente 
reportado.
25
 En la fracción soluble en acetato de isopropilo del extracto etanólico de la parte aérea de C. 
alatus se encontró el 3-metilbutanoato de 7-swerosido, un isómero del dihidrochelonanthosido (Figura 
1.7).
26
  
 
 
 
 
Figura 1.7. Secoiridoides aislados de C. alatus. (a) swerosido, (b) chelonanthosido, (c) 
dihidrochelonanthosido, (d) 3-metilbutanoato de 7-swerosido 
 
A partir de la raíz de C. alatus se aisló la irlbacolina (Figura 1.8), una bisfosfocolina con potente actividad 
antifúngica contra Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus y Trichopyton 
rubru; este compuesto también se encuentra en a especie Anthocleista djalonensis (Loganiaceae).
27
  
 
 
Figura 1.8. Estructura de la irlbacolina. 
 
 
(a) (b) (c) (d) 
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1.5. Etnobotánica de C. alatus. 
 
Los pobladores de las cuencas altas de los ríos Tambopata e Inambari en Perú, emplean el  jugo fresco de 
las hojas trituradas de C. alatus en el tratamiento de parásitos y dolores dentales; para tratamientos del 
hígado, se prepara una infusión con una pequeña cantidad de hojas trituradas  y se recomienda ingerirlo 
dos veces al día durante dos semanas.
28
 Los indígenas de las cuencas del Amazonas y del Rio Negro 
utilizan la planta para tratar heridas en la piel, infecciones dermatológicas causadas por hongos e 
infecciones vaginales.
29
 En Guayana Francesa, los nativos emplean la decocción salina de la planta 
completa para descongestionar la vesícula biliar; también la utilizan para aliviar malestares estomacales, 
como purgante, laxante y como febrífugo. El tallo lo emplean para tratar picaduras y eczemas provocados 
por ácaros. La comunidad Arawak de Guyana utiliza la infusión de las hojas para tratar la viruela, la tos, 
fiebres, trastornos biliares, malaria, ictericia y para purificar la sangre.
30
  
 
En un estudio de los remedios antimaláricos tradicionales en Guayana Francesa se evaluó la maceración 
en frío y la decocción de las hojas de C. alatus. La decocción de las hojas inhibió en un 52% el 
crecimiento del Plasmodium yoelii en ratones con una dosis de 140 mg/kg, a pesar de ser inactivo en el 
ensayo in vitro.  Aunque los informantes aseguraban que la maceración en frio también curaba la crisis de 
la malaria, esta resultó ser inactiva. Debido a que la especie es casi desconocida desde el punto de vista 
químico, los investigadores sugieren estudiar la especie para determinar los compuestos responsables de 
la actividad antimalárica.
3
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2. Capí tulo 2 
Parte Experimental 
2.1.  General 
Durante el desarrollo de este trabajo, los controles por cromatografía en capa delgada se realizaron en 
cromatofolios de sílice 60F254 (Merck), y en placas precubiertas con gel de sílice de fase reversa Baker 
Si·C18 F254 200µm; como reveladores se utilizaron luz UV (254, 365nm) y solución de vainillina-ácido 
sulfúrico 10% en etanol. Para la cromatografía flash se utilizó gel de sílice LiChroprep Si 60 40-63µm 
(Merck). La cromatografía líquida al vacío se realizó en un embudo con vidrio sinterizado de 5 cm de 
diámetro,  el cual se empacaba con gel de sílice para cromatografía en placa delgada hasta una altura de 5 
cm.
31, 32
 
Las separaciones en cromatografía líquida de alta eficiencia, (CLAE o HPLC) preparativo se realizaron 
en un  cromatógrafo líquido Hitachi L6000A con detector UV-Vis, con una columna semi-preparativa 
LiChrocart 250-100 LiChrospher 100 RP-18 (10µm) y la detección se realizó a 244 nm en condiciones 
isocráticas y con las fases móviles indicadas en cada análisis. 
Los espectros de RMN fueron tomados en un espectrómetro Bruker Avance 400 (400MHz). Los 
desplazamientos químicos se reportan en ppm con respecto a la señal residual del disolvente y las 
constantes de acoplamiento en Hz. Los espectros de masas de alta resolución fueron tomados en un 
cromatógrafo líquido acoplado a un espectrómetro de masas IT-TOF Shimadzu con interfase ESI en 
modo positivo (voltaje 1,8 V, 244 nm, fase móvil  agua – acetonitrilo – ácido fórmico) 
El espectro ultravioleta fue registrado en un espectrofotómetro UV – Visible Thermo SCIENTIFIC 
Evolution 300 y el espectro infrarrojo se tomó en un espectrofotómetro infrarrojo de transformada de 
Fourier Shimadzu IR Prestige-21. La medida de la rotación específica se realizó en un polarímetro ADP 
440 Bellingham Stanley. 
2.2.  Material vegetal 
La parte aérea de C. alatus fue recolectada en los alrededores del aeropuerto de Florencia, Caquetá por la 
química Angélica Urrea, y un ejemplar de la planta fue clasificado en el Herbario Nacional Colombiano 
del ICN de la Universidad Nacional de Colombia bajo el número COL 520461. 
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2.3.  Extracción y fraccionamiento 
Con las hojas secas de C. alatus (148,7 g) se realizó una extracción asistida por ultrasonido a temperatura 
ambiente con etanol 95%; el extracto fue concentrado a presión reducida hasta obtener un sólido negro 
(52,80 g) el cual fue fraccionado por partición líquido-líquido utilizando disolventes de distinta polaridad 
como n-hexano (H), cloroformo (C), acetato de isopropilo (A) y alcohol sec-butílico (B) obteniéndose de 
esta manera cuatro subextractos y un residuo acuoso (W).  
2.4.  Separación y purificación 
El estudio cromatográfico preliminar del extracto crudo y de los subextractos permitió seleccionar los 
sistemas para las separaciones cromatográficas de estos; para la fracción soluble en hexano la fase móvil 
adecuada es la mezcla de tolueno – acetato de isopropilo, para las fracciones en cloroformo, acetato de 
isopropilo y sec-butanol se utilizaron mezclas de cloroformo y metanol.  
La fracción extraída con n-hexano (H) (8,46 g) es una fracción compleja, tanto por la cantidad de 
clorofilas como por la  gran cantidad de compuestos presentes en esta fracción. Al revelar con vainillina – 
H2SO4 las manchas que se ven verdes en el visible toman un tono más intenso y también se observan 
machas rojas, rosadas, violetas y cafés. Se tomó una porción de esta fracción (3,5 g) la cual se sometió a 
separación por cromatografía en columna con 200 g de gel de sílice, empacada en tolueno y se eluyó en 
forma isocrática con una mezcla de tolueno – acetato de isopropilo 8:2, de esta manera se obtuvieron 146 
fracciones que fueron reunidas en 12 nuevas fracciones.  
Una segunda porción de la fracción soluble en n-hexano (3,5 g) fue fraccionada por cromatografía líquida 
al vacío;
32
 se eluyó con mezclas de gradiente creciente de polaridad de la siguiente manera: éter de 
petróleo (100%), éter de petróleo – cloroformo (70:30), éter de petróleo – cloroformo (30:70), cloroformo 
(100%), cloroformo – acetato de isopropilo (70:30), cloroformo – acetato de isopropilo (50:50), 
cloroformo – acetato de isopropilo (30:70), acetato de isopropilo (100%) y metanol (100%), de esta 
manera se recolectaron 15 fracciones que fueron reunidas en 7 nuevas fracciones. Al observar los 
controles en placa de estas separaciones en la cámara UV se presentan manchas rojas que solapan las 
manchas de los compuestos, esto indica que hay clorofilas en todas las fracciones.  
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Figura 2.1. Diagrama de purificación de los compuestos 1-4 
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La fracción soluble en acetato de isopropilo (1,055 g) se dividió en dos partes para comparar dos métodos 
de separación; la primera parte de 305 mg se sometió a una separación cromatográfica de permeación en 
gel en una columna empacada con 50 g de Sephadex LH-20 acondicionado en metanol. La  elución se 
realizó de modo isocrático con alcohol  metílico; se recolectaron 48 fracciones, las cuales se analizaron 
por CCD en diferentes sistemas cromatográficos y se reunieron en 7 nuevas fracciones. La segunda parte 
del subextracto (750 mg) se fraccionó por cromatografía en columna flash en una columna de 3 cm de 
diámetro con una altura de 20 cm de gel de sílice y se eluyó con mezclas de cloroformo – metanol con un 
gradiente de polaridad ascendente y al final se realizó un lavado con agua, se recolectaron 76 fracciones 
de 20 ml que fueron reunidas en 5 nuevas fracciones. 
La fracción soluble en alcohol sec-butílico (B) (12.03 g) se sometió a fraccionamiento por cromatografía 
líquida al vacío (CLV) con mezclas de cloroformo-metanol como fase móvil; se usó un gradiente 
creciente de polaridad y de esta manera se obtuvieron nueve fracciones (B.1 – B.9).  
De acuerdo a los pesos de las fracciones y el control por CCD se observó que los componentes 
mayoritarios se concentraban en la fracción B.3 (5,26 g) (Figura 2.1), por esta razón fue seleccionada para 
continuar el estudio y al revelar con vainillina – H2SO4 la zona donde se concentran los componentes 
mayoritarios toma una coloración rosada.  La fracción B.3 fue sometida a un nuevo fraccionamiento por 
CLV; la elución se realizó con  mezclas de cloroformo – metanol (100:0→0:100) obteniéndose nueve 
fracciones (B.3.1 – B.3.9). De estas fracciones fue seleccionada las fracciones B.3.3 (1,31 g) y B3.4 (2.04 
g) para continuar con el proceso de purificación por CLV por elución con mezclas de cloroformo – 
metanol con un gradiente creciente de polaridad; se recolectaron doce fracciones (B 3.3.1 – B 3.3.12) de 
las cuales se seleccionaron las fracciones B 3.3.4, B 3.3.5 y B 3.3.6 para continuar el proceso de 
purificación ya que estas presentaban una mayor concentración de los componentes mayoritarios de la 
fracción B 3 y se trabajaron por separado ya que presentaban impurezas con Rf distintos. 
La fracción B 3.3.4 (386 mg) fue separada por cromatografía flash, utilizando una columna de 2 cm de 
diámetro y como fase móvil una mezcla de cloroformo – metanol 9:1, de la cual se obtuvieron 54 
fracciones que se reunieron en seis nuevas fracciones, de estas seleccionó la segunda fracción B.3.3.4.2 
(84 mg) por presentar los componentes mayoritarios, la cual fue separada por cromatografía en columna 
en gel de sílice eluyendo con 5 ml de cloroformo, 5 ml de cloroformo – metanol 9:1 y 15 ml de 
cloroformo – metanol 85:15, de esta manera se recolectaron 16 fracciones las cuales se reunieron en cinco 
nuevas fracciones y se realizó un control por 
1
H RMN de la fracción B.3.3.4.2.1 (70 mg) ya que en CCD 
aparecía como una mancha simétrica y limpia. 
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La fracción B 3.3.5 (574 mg) se separó por Sephadex LH-20 eluyendo con metanol, de esta manera se 
obtuvieron nueve fracciones (B.3.3.5.1 – B.3.3.5.9) y se continuó trabajando la fracción B.3.3.5.2 (192 
mg), la cual se separó utilizando un cartucho Waters Sep-pac Vac C18 (2 g) eluyendo con mezclas de 
metanol-agua (0:100→100:0), se recolectaron 16 fracciones que fueron reunidas en tres nuevas 
fracciones. De estas fracciones se tomaron 91 mg de la segunda fracción denominada B 3.3.5.2.2. La 
muestra se purificó dos veces en un cartucho Bakerbond spe JT Baker C18 1g 40 µm con mezclas de 
metanol – agua (0:100→100:0) como tratamiento previo a la separación por HPLC, en la que se utilizó 
como fase móvil una mezcla 1:1 de metanol – agua a un flujo de 1ml/min para obtener dos compuestos 4 
(11 mg) y 3 (32 mg). 
La fracción B.3.3.6 (262 mg) se separó por cromatografía en columna flash utilizando como fase móvil 
cloroformo – metanol 95:5, de ésta se recolectaron 59 fracciones de 5 ml, las cuales se reunieron en  5 
nuevas fracciones. De la fracción B.3.3.6.4 se envió una parte (24 mg) para la toma de espectros RMN 
(
1
H, 
13
C, DEPT 135, COSY, HMQC Y HMBC) y para el análisis por LC-HRMS, lo que mostró que se 
trataba de una mezcla de dos compuestos, por esto se tomaron 40 mg  de la mezcla y se acetiló con 
anhídrido acético y piridina con el fin de separar los dos compuestos; en CCD se observó que sí hubo 
acetilación, ya que al comparar la mezcla original con el producto, este último corría con sistemas de baja 
polaridad como mezclas de hexano – acetato de isopropilo, mientras que la mezcla original permanecía en 
el punto de siembra. Aun así no fue posible separar la mezcla probablemente porque se obtuvieron los dos 
productos peracetilados, que por ser estructuralmente similares, requieren otros métodos de separación. 
Otra parte de 56 mg se purificó pasándola por una pequeña columna de fase reversa eluyendo con agua-
metanol 6:4 obteniendo la fracción B.3.3.6.A (40 mg), que se purificó por HPLC utilizando como fase 
móvil metanol – agua 6:4 a un flujo de 1 ml/min, de esta manera se obtuvieron los compuestos 3 (15 mg) 
y 4 (21 mg)  a los cuales se les tomaron los espectros de RMN. 
La fracción B.3.4 (2.04 g)  se separó en Sephadex LH-20 utilizando metanol como fase móvil y se 
recolectaron 13 fracciones de 50 ml aproximadamente y estas se reunieron en 6 fracciones y se continuó 
trabajando la fracción B.3.4.2 (1,86 g) en Sephadex LH-20 eluyendo con cloroformo-metanol 1:1, de la 
cual se recolectaron 22 fracciones. De estas fracciones se seleccionó la fracción B.3.4.2.20 (633 mg) para 
continuar la purificación, esta fracción fue analizada por LC-HRMS. Una parte de esta fracción (85 mg) 
se utilizó para hacer cromatografía en capa delgada preparativa en una placa preparativa Merck de 20 x 
20 RP-18 F254 (1 mm) eluyendo con metanol – agua 6:4. Se hicieron ensayos en HPLC en una columna 
Hibar LiChrosorb RP-18 (7 µm) probando con metanol – agua 3:7 y 6:4,  y en una columna Nucleosil C18 
eluyendo con metanol – agua 3:7. Se intentó purificar una parte de 150 mg en un cartucho RP-18 
Bakerbond spe JT Baker C18 1000 mg (40 µm, 60Å) eluyendo con mezclas de agua-metanol (100:0 → 
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0:100), de esta se recolectaron 20 fracciones que se reunieron en 5 fracciones. Finalmente la fracción 
B3.4.20 fue purificada por HPLC utilizando una columna LiChrocart 250-100 LiChrospher 100 RP-18 
(10µm) con metanol – agua 1:1 como fase móvil a un flujo de 1 ml/min, de esta manera se recolectaron 
cuatro señales mayoritarias; de la señal denominada  A se obtuvieron 24 mg, de B 62 mg,  de C 87 mg 
(compuesto 4) y de D 51 mg (compuesto 3). Se seleccionó la señal B para continuar el proceso de 
purificación en la misma columna  y usando como fase móvil una mezcla metanol – agua 4:6; de este 
procedimiento se logró la separación de la muestra en cuatro picos B1 (12 mg), y B4 (6mg) y los 
compuestos 1 (8 mg),  2 (8 mg).  Con fines de elucidación estructural, se registraron los espectros RMN 
1
H, 
13
C, DEPT 135, COSY,  HMQC, HMBC de los compuestos 1 y 2. 
Las fracciones de las cuales no fue posible aislar metabolitos se reservaron para trabajos posteriores.  
2.5.  Evaluación de actividad biológica 
El estudio de las plantas se ha orientado a la búsqueda de compuestos bioactivos; estos son metabolitos 
secundarios cuyas características estructurales les confieren ciertas propiedades específicas que pueden 
afectar otros organismos de manera selectiva.  Para la evaluación preliminar de estas propiedades se 
utilizan procedimientos diseñados con tal fin, conocidos como bioensayos. En este caso, se evaluaron los 
extractos obtenidos con dos bioensayos. En primer lugar se usó el ensayo general de letalidad con larvas 
de Artemia salina (BGL-As) y en segundo lugar se aplicó en ensayo específico de actividad larvicida con 
el tercer instar del mosquito Aedes aegyptii L (Diptera: Culicidae). Estos bioensayos miden la mortalidad 
de las larvas y se evalúa con el método Probit para calcular la concentración efectiva media (CE50) o dosis 
letal media con un intervalo de confianza del 95%. 
2.5.1. Ensayo general de letalidad con larvas de Artemia salina Leach 
El ensayo general de letalidad sobre larvas (nauplii) del crustáceo A. salina hace parte del análisis 
fitoquímico preliminar. El bioensayo se realizó de acuerdo al protocolo propuesto 
33
 en el que se prepara 
una solución de sal marina en agua destilada (38 g/L), la solución se filtra y se almacena refrigerada. Los 
huevos de A. salina se colocan en una cámara a eclosionar en solución de sal marina entre 25-30ºC 
durante 48 horas. El sistema Probit funciona con concetraciones con base a potencias de diez, por lo tanto 
se preparan diluciones y se evalúan el extracto y los subextractos a 1000, 100 y 10 ppm. Se colocan entre 
10-20 nauplios en cada vial y al cabo de 24 horas se determinó el número de organismos vivos y muertos.   
2.5.2. Ensayo de actividad larvicida  
El bioensayo de actividad larvicida con larvas de Aedes aegypti en tercer instar que se colocan en una 
placa multipozos de 96 pozos, que contiene las muestras en concentraciones de, 2000, 200 y 20 ppm; 
17 
 
pasadas 24 horas se hace el conteo de organismos vivos y muertos y con el programa Probit se calcula la 
concentración efectiva 50 (EF50)  
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3. Capí tulo 3 
Resultados y Ana lisis  
Para la detección de los compuestos en cromatografía en capa delgada se utilizó el revelador de vainillina 
– ácido sulfúrico, que es un revelador universal y es de amplia aplicación en la detección de flavonoides, 
terpenoides y esteroles. El mecanismo por el cual se observan manchas coloreadas es debido a una 
reacción de condensación entre la vainillina y la muestra. También se detectó la presencia de xantonas  en 
varias fracciones provenientes de los subextractos en acetato de isopropilo y sec-butanol utilizando el 
revelador de cloruro férrico al 3% en etanol, con el que se observa una coloración verdosa que es 
característica para este tipo de metabolitos.
24, 34
   
Con el extracto apolar soluble en hexano, en primer lugar se realizó un estudio cromatográfico en CCD 
con varios sistemas cromatográficos, observándose en la mayoría de los casos una composición muy 
compleja caracterizada por numerosos pigmentos verdes (rojo al UV) asignadas como clorofilas, que 
enmascaran otros metabolitos. La filtración en carbón activado no mejoro los resultados por adsorción 
irreversible de los componentes terpenoides así mismo se realizó una separación cromatográfica que no 
fue eficiente y también se intentó separar las fracciones por CLV sin resultados satisfactorios lo cual 
sugiere la necesidad de otros métodos cromatográficos. A pesar de ser el subextracto que presentó el 
menor valor de CE50 en el bioensayo general de letalidad con Artemia salina, no fue posible obtener 
compuestos puros para evaluar su actividad e identificar los metabolitos responsables de ella. 
La separación del subextracto en hexano no se continuó trabajando ya que las fracciones obtenidas 
presentaban una gran cantidad de clorofilas y de compuestos y las cantidades obtenidas no permitían 
continuar con la purificación, pero de acuerdo a lo observado es probable que en esta fracción se 
encuentren carotenoides, debido a la coloración naranja – rojiza de las fracciones obtenidas con éter de 
petróleo y por la mancha amarilla – naranja que avanza con el frente del solvente. En la literatura se 
encuentra que la fracción soluble en hexano o diclorometano contiene principalmente clorofilas, 
triglicéridos y ceras y por esta razón estas fracciones no son objeto de estudio en la mayoría de trabajos 
realizados en plantas de la familia Gentianaceae o en la obtención de iridoides y xantonas, los cuales se 
encuentran en las fraccione solubles disolventes polares como butanol,
20
 además en el grupo de 
investigación no son de interés los compuestos presentes en las fracciones apolares. 
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3.1. Análisis del extracto soluble en alcohol sec-butilico 
 
La separación cromatográfica del subextracto soluble en alcohol sec-butílico (12,03 g) se hizo con el fin 
de aislar los compuestos de tipo terpenoide de dicha fracción, después de la segunda separación por 
cromatografía líquida al vacío, estos se concentraban en las fracciones B.3.3 y B.3.4; estas fracciones se 
trabajaron por separado ya que en CCD mostraban componentes minoritarios con diferentes valores de Rf 
y la purificación de los compuestos solamente fue posible utilizando HPLC. 
Las fracciones obtenidas de la separación de la fracción B.3.3 que contenían los compuestos mayoritarios 
eran las fracciones B.3.3.4, B.3.3.5 y B.3.3.6. Aunque en CCD se observaban que B.3.3.5 y B.3.3.6 
coincidían en los compuestos mayoritarios, estas fueron trabajadas por separado ya que cada una se 
encontraba en mezclas de composición diferente.  
A partir de las fracciones B.3.3.6.A y B.3.3.5.2 se obtuvieron los compuestos 3 y 4 los cuales también se 
obtuvieron de la fracción B.3.4.20, junto con los compuestos 1 y 2.  
3.1.1. Compuesto 1 
El compuesto 1 se obtuvo como un polvo amorfo blanco amarillento y su estructura se elucidó en base a 
los espectros de RMN 1D y 2D, espectrometría de masas y por comparación con los datos de la 
literatura.
17, 25, 35
  
Con el espectro de masas de baja resolución se dedujo que el compuesto 1 tiene la fórmula condensada 
C16H22O9 con un peso molecular de 358 uma.  En el espectro se observa el ión pseudomolecular (m/z 359 
[M+H]
+
), un ión aducto con sodio (m/z 381 [M+Na]
+
) y se observa un ión fragmento que corresponde a la 
pérdida de una hexosa (m/z 197 [M+H]
+
 - 162). Al realizar espectrometría de masas en tándem (EM/EM) 
sobre el ión pseudomolecular m/z 359 se obtiene el ión fragmento m/z 197 (100%) correspondiente a la 
pérdida de la hexosa (Tabla 3.1). 
Tabla 3.1. Resultados de los espectros de masas del compuesto 1 
 
 
 
 Iones observados asignación 
MS 381 
359 
197 
[M+Na]
+
 
[M+H]
+
 
[M+H]
+
 -162 
MS
2
 m/z 359 197 [M+H]
+
 -162 
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Figura 3. 1. Espectro 1H RMN del compuesto 1 (400 MHz, CD3OD). 
El espectro 
1
H RMN del compuesto 1 (Figura 3.1) presenta cuatro señales asignables a protones 
olefínicos, de las cuales la más desplazada a campo bajo aparece en δH 7,58 (d, J=2,5, 1H), esta señal se 
asignó a un protón de un carbono sp
2
 cuyo desplazamiento se debe a la interacción del entorno químico 
que indica que esta unido a un heteroátomo, que es oxígeno. Se observan dos dobles dobletes que acoplan 
entre sí en δH 5,30 (dd, J = 9,9, 1,9, 1H) y 5,26 (dd, J = 17,2, 1,9, 1H), que se pueden asignar a los 
protones de un metileno terminal
36
; la señal en δH 5,30 acopla con la señal en δH 5,53 (dt, J=17,2, 9,9, 1H) 
y el valor de la constante de acoplamiento indica que hay un acoplamiento cis, mientras que la señal en δH 
5,26, que también acopla con la señal de δH 5,53, presenta un valor de constante de acoplamiento trans, 
de esta manera se conforma un fragmento vinílico
36
. Estos protones vinílicos están acoplando con una 
señal en δH 2,69 (ddd, J = 9,9, 5,5, 1,3, 1H) y esta última señal acopla con un protón en δH 5,54 (d, 1,3, 
1H). También se observan dos multipletes en δH 1,74 y δH 4,38 que cada uno integra para dos protones. En 
la Figura 3.2 se muestran los fragmentos propuestos. 
En el espectro 
1
H RMN se observa claramente una señal en δH 4,67 (1H, d, J = 7,4), característica del 
protón anomérico de un carbohidrato cuya presencia se confirma con el espectro de masas, en el que se 
observó un ión fragmento producido por la pérdida de 162 uma, que corresponde a la pérdida de una 
hexosa.  El valor de la constante de acoplamiento de la señal del protón anomérico H-1’ indica que tiene 
H-3 
H-1 
H-8 
 
H-10a 
H-10b 
H-1’ 
H-7 
H-9 H-6 
H-6’a 
H-6’b  
H-5 
H-2’ 
H-3’ 
H-4’ 
H5’ 
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una configuración trans diaxial con respecto al protón H-2’ de la hexosa36, cuya señal se encuentra en un 
multiplete entre δH 3,08 – 3,40; en esta región del espectro también aparecen los protones H-3’, H-4’ y H-
5’ de la hexosa. Se observan las señales de los protones diasterotópicos de la posición H-6’ de la hexosa 
que aparecen en δH 3,65 (1H, dd, J = 12,0, 5,6) y 3,86 (1H, dd, J = 12,0, 1,8). En el espectro 
1
H RMN 
también aparecen algunas señales que pertenecen a otro compuesto que se encuentra en menor proporción 
(5,84 1,90, 1,26, 1,16, 1,01 ppm).  
 
Figura 3.2. Fragmentos elucidados con el espectro 
1
H RMN del compuesto 1. 
En el espectro 
13
C RMN desacoplado (Figura 3.3 a) se observan con claridad 16 señales que corresponden 
al compuesto que se encuentra en mayor proporción, esto coincide con la fórmula condensada obtenida 
por espectrometría de masas para el compuesto 1. Estas 16 señales se diferenciaron con el espectro DEPT 
135 (Figura 3.3 b) en 10 señales con fase positiva que corresponden a metilos y metinos; cuatro señales 
con fase negativa, que corresponden a metilenos y por la comparación con el espectro 
13
C RMN se 
identifican dos carbonos cuaternarios.  
22 
 
 
Figura 3.3. Espectros (a) 
13
C RMN y (b) DEPT 135 del compuesto 1.  
En el espectro 
13
C RMN se observa un carbono carbonílico en δC 168,5 cuyo desplazamiento químico 
corresponde a un carbonilo de éster. Se observan dos señales asignadas al fragmento vinílico cuyos 
protones se encuentran en δH 5,30, δH 5,26 y δH 5,53 donde el carbono del metileno aparece en δC 120,8 y 
carbono del metino en δC 133,3. En el espectro también se encuentran la señales correspondientes a una 
hexosa; la señal del carbono anomérico del residuo de monosacárido aparece en δC 99,7, y este 
desplazamiento químico sugiere que se trata de una unidad de glucosa, en δC 62,7 aparece la señal del 
metileno de la posición C-6’ y los demás metinos en δC 78,3, 77,9, 74,7 y 71,5 que son característicos de 
la glucosa
36
 (Figura 3.4). 
 
Figura 3.4. Fragmentos propuestos con el espectro 
13
CRMN del compuesto 1. 
(a) 
(b) 
C-11 C-3 C-8 C-1O C-4 C-1 C-1’ 
C-2’ 
C-3’ 
C-4’ 
C-5’ C-7 
C-6’ 
C-9 C-5 C-6 
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Figura 3.5. Espectro HMQC del compuesto 1.  
 
El espectro HMQC (Figura 3.5) muestra las correlaciones C-H a un enlace; con este espectro se estableció 
la conectividad C-H de acuerdo a los puntos de cruce que se observan en el espectro. El punto de cruce en 
δC 153,9 – δH 7,58 corresponde a las señales del metino oxiolefinico que es característico de los 
secoiridoides tipo swerosido
35
, cuya estructura y numeración se muestran a continuación (Figura 3.6).
37
 
por lo cual se propuso inicialmente que se trataba de un secoiridoide de esta clase; además el número y las 
características de carbonos de esta estructura coinciden con la propuesta encontrada a partir de los datos 
espectroscópicos para el compuesto 1. 
 
Figura 3.6. Estructura y numeración de un secoiridoide tipo swerosido. 
C3-H3 
C10-H10 
C1’-H1’ 
C6-H6 
C1-H1 
C5-H5 
C7-H7 
C6’-H6’ C2’-H2’ 
C3’-H3’ 
C4’-H4’ 
C5’-H5’ 
H3 
H1 
H8 
H10a 
H10b H1’ 
H7 H6’b H6’a 
H2’ 
H3’ 
H4’ 
H5’   
H9 H6 
H5 
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Figura 3.7. Ampliación del espectro HMQC del compuesto 1. 
   
 
Con los puntos de cruce del espectro HMQC del compuesto 1 (Figura 3.5) se confirmaron los 
desplazamientos químicos de los fragmentos propuestos con los espectros 
1
H y 
13
C RMN. El fragmento 
vinílico propuesto se ubica en las posiciones C-8 y C-10 del secoiridoide tipo swerosido, donde los 
desplazamientos químicos del metileno terminal son δC  120,8 - δH  5,26 y 5,30 y  para el metino de la 
posición C-8 δC  133,3 - δH 5,53. El punto de cruce de la señal en δH  2,69 con la señal en δC 43,8, 
corresponde al metino de la posición 9 y el punto de cruce entre δH 5,54 – δC 98,0 se asignó al metino de 
la posición 1, estas posiciones se establecieron teniendo en cuenta las constantes de acoplamiento. En este 
espectro además se observó que las señales de los grupos metilenos en δC  69,7 y δC 25,9 están unidos a 
protones que aparecen como multipletes en δH 4,30 – 4,48 y δH 1,62 – 1,80 respectivamente, los cuales 
pueden asignarse a los metilenos de las posiciones C-6 y C-7 de la estructura del secoiridoide y el más 
desplazado a campo bajo será el de posición 7 debido a que se encuentra junto a un átomo de oxígeno, es 
decir la señal entre δH 4,30 – 4,48 y δC 69,7. El metino que aparece en δC 28,4, presenta un punto de cruce 
C5-H5 
C6’-H6’a C6’-H6’b 
C5’-H5’ C3’-H3’ 
C2’-H2’ 
C4’-H4’ 
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con un protón que se encuentra dentro del multiplete entre δH  3,08 – 3,40 que según la estructura podría 
ser el metino de la posición 5.
25
 
Para el residuo monosacárido se encontró que el protón anomérico (δH 4,67) se encuentra unido al 
carbono en δC  99,7; así mismo se observan las conectividades entre las señales δH 3,65 y δH  3,86 con el 
átomo de carbono observado en δC 62,6, lo cual confirma la presencia de un grupo metileno tal como lo 
sugiere la señal con fase negativa en el registro DEPT 135. Las demás señales de los protones del azúcar 
se encuentran dentro de un multiplete entre δH  3,08 y 3,40 en el que también se encuentra un protón de la 
aglicona. Al ampliar la zona del espectro entre δH 3.0 – 4,0 y δC 25-85 (Figura 3.7) se pueden diferenciar 
las señales del multiplete por los picos de cruce en  δC 78,3- δH 3,28 que se asigna a la posición 5’ de la 
hexosa; la señal en δC 77,9- δH 3,37  la cual se asigna a la posición 3’; el punto de cruce en δC 74,7- δH 
3,18 el cual corresponde a la posición 2’ y  finalmente se observa el punto de cruce en δC 71,5- δH 3,29 
que se asigna a la posición 4’, adicionalmente se observa el punto de cruce de un carbono de la aglicona 
que aparece en δC 28,4 con la señal del protón a δH 3,11, que se ha asignado previamente a la posición 5. 
 
Figura 3.8. Fragmentos propuestos de acuerdo al espectro HMQC del compuesto 1  
El espectro COSY muestra los protones que presentan acoplamiento escalar (Figura 3.9), en este espectro 
se observan puntos de cruce entre los protones del metileno terminal H-10 y el metino del residuo vinílico 
H-8 (δH 5,26, 5,30 - δH 5,53), también se observó el acoplamiento escalar entre el protón en δH 5,53, H-8, 
y la señal en δH 2,69 (ddd, J =9,9, 5,5, 1,2) que corresponde a H-9. Este protón H-9 a su vez presenta un 
punto de cruce con el protón H-1 en 5,54, (d, 1,2) y otro con un protón que se encuentra dentro del 
multiplete entre δH 3,08 – 3,40, por la estructura se descarta que H-9 presente un acoplamiento escalar con 
un protón del azúcar, la única posibilidad es que esta señal que se encuentra dentro del multiplete sea H-5. 
Se presenta acoplamiento escalar entre los protones de los dos metilenos que aparecen como multipletes 
en δH 1,62 – 1,80 y δH 4,30-4,48, estos metilenos presentan acoplamiento con el protón del metino en δH 
3,08-3,40; por esto es posible que estos metilenos y el metino sean vecinos, como se presentan en la 
estructura las posiciones 5, 6 y 7. 
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Figura 3.9. Espectro COSY del compuesto 1. 
 
 
En el espectro HMBC (Figura 3.10) se observan las correlaciones H→C a larga distancia, es decir de dos 
a cuatro enlaces. En este espectro se observaron los puntos de cruce correspondientes a la correlación a 
tres enlaces entre los protones del metileno terminal H-10 (δH 5,26, 5,30) con el carbono C-9 (δC 43,8 
ppm). El protón oxiolefinico H-3 (δH 7,58) presenta correlaciones con los carbonos en  δC 98,0, que 
corresponde a C-1, δC 106,6, que es un carbono cuaternario que se asigna a la posición 4 y δC 28,4 que 
corresponde a la posición 5. La unión de la glucosa con la aglicona se establece por la correlación del 
protón H-1 (δH 5,54) con el carbono anomérico de la glucosa C-1’ (δC 99,7), de igual forma se presenta la 
correlación entre el protón anomérico H-1’ (δH 4,67) y C-1 (δC 98,0). En la Figura 3.11 se muestran las 
correlaciones anteriormente mencionadas.  
 
H9-H5 
H6-H7 
H8-H10   
H5-H6 
H8-H9 
H1’-H2’ 
H3 
H1
H8 
H10 H1’ 
H7 
H6’b H6’a 
H2’ 
H3’ 
H4’ 
H5’ 
H9 H6 
H5-H7 
H5 
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Figura 3.10. Espectro HMBC del compuesto 1. 
 
 
a.                b. 
Figura 3.11. Correlaciones a. COSY  b. HMBC del compuesto 1. 
Los desplazamientos químicos de las señales de espectro 
13
C RMN coinciden con las que se encuentran 
en la literatura para el swerosido 
37
 y con los espectros bidimensionales (COSY, HMQC, HMBC) se 
puede afirmar que el compuesto 1 es el swerosido (Figura 3.12). 
H3-C4 
H3-C1 
H1-C3 
H1’-C1 
H1-C1’ 
H10-C9 
H8-C5 H7-C5 H3-C5 
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Figura 3.12. Estructura del compuesto 1. 
Tabla 3.2. Datos de RMN del compuesto 1 (400MHz, CD3OD) y C
13
 RMN del swerosido (100MHz, 
CD3OD).
37
  
 
 Compuesto 1 Swerosido  
 δC δH, mult, J (Hz) δC 
1 98,0 5,54, d, (1,2) 98,0 
3 153,9 7,58, d, (2,5) 154,0 
4 106,6 - 106,0 
5 28,4 3,08 - 3,40, m 28,4 
6 25,9 1,62-1,80, m 25,9 
7 69,7 4,30-4,48, m 69,7 
8 133,3 5,53, dt, (17,2, 9,9) 133,3 
9 43,8 2,69, ddd, (9,9, 5,5, 1,2) 43,8 
10 120,8 a. 5,26, dd, (9,9, 1,9) 
b. 5,30, dd, (17,2, 1,9) 
120,9 
11 168,5 - 168,5 
1’ 99,7 4,67, d, (7,4) 99,7 
2’ 74,7 3,08 - 3,40, m 74,7 
3’ 77,9 3,08 - 3,40, m 77,8 
4’ 71,5 3,08 - 3,40, m 71,5 
5’ 78.3 3,08 - 3,40, m 78,3 
6’ 62.6 a. 3,65, dd, ( 12,0, 5,6) 
b. 3,86, dd, (11,9, 1,8) 
62,6 
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3.1.2. Compuesto 2 
Mediante el espectro de masas de baja resolución del compuesto 2 se encontró la fórmula condensada 
C17H24O10 de peso molecular 388 uma. En el espectro de masas de este compuesto se obtuvo el ión 
pseudomolecular m/z 389  ([M+H]
+
), el ión aducto con sodio m/z 411 ([M+Na]
+
) y el ión m/z 227 
([M+H]
+
 - Glu) que corresponde a la pérdida de la glucosa. En el espectro de masas en tándem (EM/EM) 
sobre el ión pseudomolecular m/z 389, se obtuvo el ión fragmento m/z 227, que corresponde a la pérdida 
de un residuo de hexosa (Tabla 3.3).  
Tabla 3.3. Resultados de los espectros de masas del compuesto 2. 
 
 
 
Los espectros de RMN del compuesto 2 son muy similares a los obtenidos para el compuesto 1, esto 
indica que también se trata de un secoiridoide tipo swerosido; tanto en 
1
H (Figura 3.13) como en 
13
C 
RMN (Figura 3.14 a) se presentan las señales del compuesto 1, excepto las señales del metileno de la 
posición 7 (δH 4,30-4,48 – δC 69,7) (Tabla 3.2).  
El espectro H
1
 RMN del compuesto 2 (Figura 3.13) es similar al espectro del compuesto 1, incluyendo la 
parte del azúcar. A diferencia del swerósido, no se observó el multiplete que presentan los protones H-7 
en el compuesto 1 que aparece entre δH 4,30 – 4,48; en cambio se observa en δH 5,31 un triplete con 
constante de acoplamiento 2,0 Hz, que integra para un protón, y acopla con los protones H-6a y H-6b, 
como se muestra en la ampliación del espectro 
1
H RMN (Figura 3.13), esta señal en δH 5,31 se asignó a 
H-7, es decir, que en la posición 7 ya no se encuentra un metileno como en el compuesto 1, sino un 
metino. En δH 3,48 se observó un singlete muy intenso que integra para tres protones, esta señal es 
característica de un metoxílo
38
.  
 Iones observados  asignación 
EM 411 
389 
227  
[M+Na]
+
 
[M+H]
+
 
[M+H]
+
 - 162 
EM
2
 m/z 389 227 [M+H]
+
 - 162 
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Figura 3.13. Espectro 
1
H RMN del compuesto 2.  
En el espectro 
13
C RMN del compuesto 2 (Figura 3.14 a) se observaron 17 señales, como en la fórmula 
condensada encontrada por espectrometría de masas. De estos 17 carbonos, 15 coinciden con las 16 
señales del compuesto 1, solamente no se observó la señal del C-7 en δC 69,7 como en el compuesto 1. 
Las dos señales distintas se presentaron en δC 57,0 y en δC 103,3. En el espectro DEPT 135 se observó un 
metileno menos que para el compuesto 1 y los carbonos en δC 57,0 y en δC 103,3 aparecen con fase 
positiva. De esta manera se asignó la señal en δC 57,0 al metoxílo y la otra señal al carbono al que se 
encuentra unido el metoxílo, que parece es el carbono C-7
38
. 
H7 
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Figura 3.14. Espectros (a) 
13
C RMN y (b) DEPT 135 del compuesto 2. 
 
En el espectro HMQC del compuesto 2 (Figura 3.15) se observaron la conectividad C-H correspondientes 
al núcleo tipo swerosido como se muestra en la Tabla 3.4. Con este espectro también  se estableció la 
conectividad C-H del metoxílo δH 3,48 – δC 57,0 y del metino de la posición 7 δH 5,31 – δC 103,3. 
En el espectro COSY del compuesto 2 (Figura 3.16), además de las interacciones escalares del núcleo 
estructural del swerosido, se observó la interacción entre uno de los protones del metileno de la posición 6 
(δH 1,68) y el protón del metino H-7(δH 5,31).  
El espectro HMBC del compuesto 2 (Figura 3.17) se observaron las correlaciones a tres enlaces entre el 
protón H-7 δH 5,31 y los carbonos C-5 (δC 22,8) y C-11 (δC 167,4), de esta manera se confirmó la 
asignación de C-5 y C-11. Se observa claramente la correlación entre H-3 y C-5 que permite confirmar  el 
carbono C-5  También se observó una correlación a través del oxígeno entre los protones del metoxílo 
que aparecen en δH 3,50 y el carbono C-7 (δC 103,3); esta correlación confirmó la unión del metoxílo al 
carbono C-7. La estructura propuesta (Figura 3.18) corresponde al 7-metoxiswerosido o vogelosido, que 
se encontró por primera vez en la especie Anthocleista vogelii (Gentianaceae) y que no se ha encontrado 
previamente en C. alatus.
17, 39
 
(a) 
(b) 
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Figura 3.15. Espectro HMQC del compuesto 2. 
 
Figura 3.16. Espectro COSY del compuesto 2. 
H6-H7 
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Figura 3.17. Espectro HMBC del compuesto 2. 
 
 
Figura 3.18. Estructura del compuesto 2. 
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Tabla 3.4. Datos de 
1
H y 
13
C RMN del compuesto 2 (400MHz, CD3OD). 
 
δC δH, mult, J (Hz) 
1 98,6 5,52, d, (1,5) 
3 154,5 7,59, d, (2,4) 
4 105,3 - 
5 22,8 3,22 - 3,37, m 
6 30,18 
a. 1,68, td, (13,6, 2,0) 
b. 1,83, ddd, (13,6, 5,1, 2,0) 
7 103,3 5,31, t, (2,0) 
8 133,3 5,47, t, (9,8) 
9 43,5 2,62, ddd, (9,8, 5,5, 1,5) 
10 121,1 
a. 5,24, dd, (9,8, 2,3) 
b. 5,27, dd, (16,9, 1,8) 
11 167,4 - 
1’ 100,3 4,65, d, (7,9) 
2’ 74,6 3,16, dd, (15,3, 6,3) 
3’ 78,0 3,22 - 3,37, m 
4’ 71,4 3,22 - 3,37, m 
5’ 78,3 3,22 - 3,37, m 
6’ 62,6 
a. 3,63, dd, (12,0, 5,7) 
b. 3,86, dd, (11,9, 1,5) 
1’’ 57,0 3,48, s 
 
3.1.3. Compuesto 3 
El compuesto 3 fue aislado como un polvo amorfo de color blanco. Con el espectro de masas de alta 
resolución se encontró que el compuesto 3 tiene la fórmula condensada C21H30O11 de masa molecular 
458,1788 uma. En el espectro se observaron los iones aducto con potasio m/z 497,1423 y con sodio m/z 
481,1682. En el espectro de masas en tándem (EM/EM) sobre el ión m/z 481 se observó un ión fragmento 
(m/z 379 [M+Na]
+
 – 102), la pérdida de un residuo de hexosa (m/z 319 [M + Na]+ - 162) y la pérdida 
simultanea de los dos fragmentos anteriores (m/z 217 [M +Na]
+
 - (102 + 162)). 
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Tabla 3.5. Resultados de los espectros de masas del compuesto 2. 
 
 
 
 
Los espectros 
1
H RMN (Figura 3,19) y 
13
C RMN (Figura 3.21 a) registrados para el compuesto 3 son 
similares a los del vogelósido, indicando que es un secoiridoide tipo swerosido con un grupo unido al 
carbono de la posición 7. 
Figura 3.19. Espectro 
1
H RMN del compuesto 3 (400MHz, CD3OD) 
En el espectro 
1
H RMN del compuesto 3 (Figura 3,19) se identificaron las señales del núcleo estructural 
tipo swerosido, en este caso la señal que correspondería a la del protón de la posición 7 se encuentra más 
desplazada a campo bajo, en δH 6,62 (1H, t, J=2,0 Hz), en comparación con el compuesto 2, en el cual H-
7 aparece en δH 5,31 (1H, t, J= 2,0 Hz).  
 Iones observados  asignación 
EM 497,1423 
481,1682 
[M+K]
+
 
[M+Na]
+
 
EM
2
 m/z 481 379 [M+Na]
+
 - 102 
 319 
217 
[M+Na]
+
 - 162 
[M+Na]
+
 - (102 + 162) 
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Aparte de las señales del núcleo tipo swerosido, el compuesto 3 presenta otras señales que aparecen a 
campo alto como se muestra en la ampliación del espectro 
1
H RMN (Figura 3.19); entre estas se 
distinguen dos señales asignables a grupos metilos en δH 0,97 (t, J= 7,3 Hz) y en δH 1,15 (d, J=7,3), dos 
septetes en δH 1,52 y 1,69 con constante de acoplamiento 7,3 Hz, que se pueden asignar a protones 
diasterotópicos, también se observó un sextete para un metino en δH 2,47 de constante de acoplamiento 
7,3 Hz, es decir que el compuesto 3, aparte del núcleo del swerosido, contiene un fragmento formado por 
dos metilos, un metino y un metileno vecino a un carbono quiral, donde todos acoplan entre sí. Se 
propuso que uno de los metilos estuviera unido al metileno y el otro metilo al metino que probablemente 
está unido al metileno como se observa a continuación (Figura 3.20). 
 
Figura 3.20. Fragmento propuestos para el compuesto 3 por 
1
H RMN 
 
 
Figura 3.21. Espectros a. 
13
C RMN y b. DEPT 135 del compuesto 3. 
 
b 
a 
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En el espectro 
13
C RMN  del compuesto 3 (Figura 3,21 a) se observan 21 señales, de acuerdo a la fórmula 
condensada obtenida por espectrometría de masas. Los 21 carbonos se diferenciaron con el espectro 
DEPT 135 (Figura 3,21 b) en 14 señales con fase positiva entre los que se encuentran metilos y metinos, 
cuatro metilenos y por diferencia con el espectro 
13
C RMN, se asignan tres carbonos cuaternarios. 
Además de las señales del núcleo tipo swerosido, se encontró una señal de un metino en δC 93,1 que pude 
pertenecer al carbono 7 y por estar más desplazada a capo bajo con respecto a la señal de este carbono C-
7 en el compuesto 2, se puede pensar que sobre este carbono hay un grupo con un mayor carácter 
electroatractor que el metoxílo observado en el compuesto 2
38
. Además se observa otra señal desplazada a 
campo bajo que aparece en δC 175,9 que asignable a un carbonilo tipo éster. Se observaron otras señales a 
campo alto en δC 42,0, 11,8 y 16,8 ppm que en el espectro DEPT 135 aparecen con fase positiva y una 
señal en δC 27,6  que presenta fase negativa en el espectro DEPT 135; estas señales pueden corresponder 
al fragmento alifático como el propuesto con el espectro 
1
H RMN. 
 
Figura 3.22. Espectro HMQC del compuesto 3. 
 
En el espectro HMQC del compuesto 3 (Figura 3.22) se encontraron los puntos de cruce correspondientes 
a la parte del núcleo estructural del swerosido. La señal que aparece en δH 6,62, previamente signada al 
protón de la posición 7, presenta un punto de cruce con el que se encuentra en δC 93,1. También se 
estableció la conectividad C-H del fragmento alifático elucidado con el espectro 
1
H RMN; los 
H3-C3 
H8-C8 
H10-C10 
H7-C7 H1-C1 
H1’-C1’ 
H6’-C6’ 
H5-C5 
H9-C9 
H2’’-C2’’ 
H6-C6 
H3’’-C3’’ 
H5’’-C5’’ 
H4’’-C4’’ 
38 
 
desplazamientos químicos de uno de los metilos son δH 0,93 – δC 11,8, para el otro el otro metilo δH 1,15 – 
δC 16,8; los protones diasterotópicos δH 1,52 y 1,69 están sobre el carbono que aparece en δC 27,6 y el 
punto de cruce en δH 2,47 – δC 42,0 corresponde al metino como se observa en la siguiente figura  (Figura 
3.23) 
 
Figura 3.23. Estructura y señales del fragmento alifático del compuesto 3  
 
Figura 3.24. Espectro COSY del compuesto 3 
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El espectro COSY del compuesto 3 (Figura 3.24 y Figura 3.25) mostró algunas de las interacciones 
esperadas para el núcleo tipo swerosido; se observó el acoplamiento escalar entre H-6 (δH 1,87 y 1,94) y 
la señal en δH 6,62, que en principio se asignó a H-7. Se presentan interacciones entre los protones del 
metilo en δH 1,15 y el protón del metino en δH 2,47; este a la vez presenta acoplamiento escalar con los 
protones del grupo metileno observado en δH 1,52 y δH 1,69 y los protones del metileno también 
correlaciona con el metilo asignado en δH 0,93.  
 
  
Figura 3.25. Ampliación del espectro COSY del compuesto 3 entre δH 0,60 y 2,90 ppm.  
H2’’-H5’’ 
H2’’-H3’’ 
H3’’-H4’’ 
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Figura 3.26.  Espectro HMBC del compuesto 3. 
 
En el espectro HMBC del compuesto 3 (Figuras 3,26 y 3,27) se observaron las correlaciones  esperadas 
para el núcleo del secoiridoide tipo swerosido. La correlación que presenta el protón H-5, que aparece 
como un multiplete en δH 3,27 – 3,44, con el carbono en δC 93,1 confirma que este corresponde a C-7. De 
la misma manera se observa la correlación del protón H-7 (δH 6,62) con C-5 (δC 22,9); este protón H-7 
también correlaciona con dos carbonos carbonílicos; uno de ellos sale en δC  165,9 y corresponde al 
carbono de la posición 11, el otro carbono con el que correlaciona aparece en δC 175,9 y se propone que 
sea un residuo tipo éster unido a la posición C-7 y por ello el metino de la posición 7 está más desplazado 
a campo bajo en comparación con el compuesto 2. En la ampliación del espectro HMBC (Figura 3,27) se 
observa que el protón del metino que aparece en δH 2,47 correlaciona con los demás carbonos que 
conforman el fragmento alifático (δC 11,8, 16,8 y 27,6), también se presenta una correlación entre este 
protón en δH 2,47 y el carbono carbonílico del grupo éster (δC 175,9); de esta manera se propone que el 
fragmento alifático está unido al carbono carbonílico del éster. 
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Figura 3.27. Ampliación del espectro HMBC entre δH 0,5-2,9 y δC 5-50 ppm 
 
De acuerdo a la información obtenida de los diferentes registros espectroscópicos para el compuesto 3 se 
propuso la estructura de la Figura 3.28; la comparación de los datos experimentales con los valores 
reportados en la literatura especializada (Tabla 3.6) permitió identificar el compuesto 3 como el 
secoiridoide denominado dihidrochelonanthósido 
25
; este compuesto fue aislado previamente de hojas de 
Chelonanthus chelonoides syn. Chelonanthus alatus. La rotación especifica experimental para el 
compuesto 3 es [α]26D = -68.613° (MeOH, c= 0,16 g/100mL); el cual al compararlo con la rotación 
específica que se encuentra en la literatura para el dihidrochelonanthósido es [α]22D = -63.5° (MeOH, c 
0,75); los datos anteriores sugieren que el compuesto 3 puede presentar la misma configuración absoluta 
que el dihidrochelonanthósido.
25
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Figura 3.28. Estructura del compuesto 3. 
 
Tabla 3.6. Comparación de los datos de RMN para el compuesto 3 (400MHz, CD3OD) y la literatura.
25
 
 Compuesto 3 dihidrochelonanthosido
25
  
 
δC δH, mult, J (Hz) δC δH, mult, J (Hz) 
1 98,7 5,60, d, (1,4) 98,7 5,59, d (1.5) 
3 155,3 7,68, d, (2,4) 155,3 7,67, d (2.3) 
4 104,4 - 104,4   
5 22,9 3,27 - 3,44, m 22,9 3,30-3,42, m 
6 28,8 
1,87, dt, (14,9, 2,1) 
1,94, ddd, (14,9, 5,7 2,1) 
28,9 
α 1,87, dt (14.2, 2.1) 
β 1,92, ddd (14.2, 5.6, 2.1) 
7 93,1 6,62, t, (2,1) 93,1 6,61, t, (2.1) 
8 133,0 5,56, dt, (16,9, 9,8) 133,0 5.54, dt, (17.1, 9.6) 
9 43,3 2,74, ddd, (9,8, 5,6, 1,1) 43,4 2,72, ddd, (9.6, 5.4, 1.5) 
10 121,5 
5,31, dd, (9,8, 1,7) 
5,34, dd, (16,9, 1,7) 
121,5 
a. 5.30, dd, (9.6, 1.8) 
b. 5.33, dd, (17.1, 1.8) 
11 165,9 - 165,9  
1’ 100,4 4,72, d, (7,9) 100,1 4,70, d, (7,8) 
2’ 74,6 3,22, t, (8,5) 74,7 3,21, dd, (9.2,7.8)  
3’ 78,1 3,27 - 3,44, m 78,1 3,30-3,42, m 
4’ 71,4 3,27 - 3,44, m 71,4 3,28, t, (9.2) 
5’ 78,3 3,27 - 3,44, m 78,3 3,30-3,42, m 
6’ 62,6 
3,68, dd, (11,9, 5,6) 
3,90, dd, (11,9, 1,8) 
62,6 
a. 3,66, dd,(12.0, 5.4) 
b. 3,89, dd, (12.0,1.8) 
1’’ 175,9 - 175,9  
2’’ 42,0 2,47, sextete, (7,3) 42,0 2,45, sextete, (7.0) 
3’’ 27,6 
1,52, septete, (7,3) 
1,69, septete, (7,3) 
27,6 
1,51, septete, (7,0) 
1,67, septete, (7,0) 
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4’’ 11,8 0,93, t, (7,3) 11,8 0,91, t, (7.0) 
5’’ 16,8 1,15, d, (7,3) 16,8 1,14, d, (7,0) 
 
3.1.4. Compuesto 4 
El compuesto 4 se obtuvo como un polvo blanco amorfo con punto de fusión 102-103 °C y una rotación 
específica de  [α]26D -88,723° (MeOH, c 0,20); en su espectro ultravioleta presentó la longitud de onda de 
máxima absorción en 245 nm (Figura 3.29), la cual es característica de los iridoides por la presencia del 
sistema formado por un enoléter conjugado con un grupo carbonilo
40
. En el espectro IR (Figura 3.30) se 
observan las bandas correspondientes a los estiramientos O-H (3387 cm
-1
), C=O (1712 cm
-1
), C=C (1620 
cm
-1
), C-O-C (1087 cm
-1
) y no se observan bandas de compuestos aromáticos. 
 
 
Figura 3.29. Espectro ultravioleta del compuesto 4 
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Figura 3.30. Espectro IR del compuesto 4 tomado en película 
 La asignación completa y las conectividades de la estructura del compuesto 4 fueron determinadas por 
medio de los  registros espectroscópicos 
1
H, 
13
C, DEPT 135, COSY, HMQC y HMBC (Tabla 3.8) y con 
el espectro de masas de alta resolución se confirmó la formula condensada de la estructura propuesta, 
como se describe a continuación. De acuerdo a la base de datos SciFinder el compuesto 4, denominado 
isobutirato de 7-swerosido, es un compuesto nuevo. 
Con el espectro de masas de alta resolución se obtuvo la fórmula molecular C20H28O11 de peso  444,1632. 
En el espectro se observaron los iones aducto m/z 483,1632 [M + K]
+
 y 467,1521 [M + Na]
+
, y un ión 
fragmento producido por la pérdida simultánea de los fragmento isobutirilo y del residuo de hexosa m/z 
195,0560 [M + H]
+
 - (87+162).  
Se obtuvo el espectro de masa de baja resolución del compuesto 4 en el que también se observó el ión 
aducto con sodio (m/z  467) y con este ión se realizó espectrometría de masas en tándem (EM/EM) y se 
obtuvieron los iones m/z 305 ([M+Na]
+
 - 162) y m/z 217 ([M+Na]
+
 - (87 + 162) (Tabla 3.4) 
Tabla 3.7. Resultados de los espectros de masas del compuesto 4. 
1010 
1087 
1203 
1265 
1620 
1712 
2924 
3387 
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
350850135018502350285033503850
cm -1 
 Iones observados  asignación 
EM 483,1632 
467,1521 
[M+K]
+
 
[M+Na]
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El aspecto general del espectro 
1
H RMN (400 MHz, CD3OD) (Figura 3.31) indica que es secoiridoide tipo 
swerosido, en el que se identificaron claramente las señales del núcleo estructural básico. La señal más 
desplazada a campo bajo integra para un protón y se encuentra en δH 7,69 (1H, d, J = 2,4, H-3), esta señal 
corresponde al protón oxiolefinico, característico de los secoiridoides basados en el swerosido.
35
  La señal 
en δH 6,56 (1H, t, J=2,2, H-7) tiene un valor cercano a la señal de H-7  del compuesto 3, además 
presentan la misma multiplicidad y una constante de acoplamiento similar (6,62, t, J=2,1), teniendo en 
consideración estos valores se propuso que el compuesto 4 también tiene un grupo éster unido a la 
posición 7. Las señales que aparecen en δH  5,28 (1H, dd,  J = 9,9, 2,1, H-10a), δH 5,30 (1H, dd, J = 16,9, 
2,1, H-10b) y δH 5,52 (1H, t, J = 16,9, 9,9, H-8) que acoplan entre sí, conforman un fragmento vinílico 
como el de las posiciones 8 y 10 del swerosido. La señal en δH 2,70 (1H, ddd, J = 9,9, 5,4, 1,5, H-9), que 
acopla con H-8, también acopla con la señal en δH 5,52 (1H, d, J = 1,5, H-1) que se asigna a H-1, 
confirmando la estructura del swerosido. En cuanto a la parte del azúcar, el protón anomérico aparece 
como un doblete en δH 4,76 (1H,d, J = 8,0, H-1’) y  por el valor de la constante de acoplamiento, la 
glucosa se encuentra en configuración trans diaxial con respecto a H-2’ que se encuentra en 3,18 (1H, dd, 
J = 9,0, 8,0) como se ha observado en otros secoiriodides reportados previamente.
35
 A campo alto se 
observa un residuo de isopropilo formando un septete en δH 2,70 (1H, septete, J = 7,0,) que acopla con 
dos dobletes asignados a metilos en δH 1,14 (3H, J = 7,0, H-3’’) y δH 1,13 (3H, J = 7,0, H-4’’).  
195,0560 [M+H]
+
 - (87 + 162) 
EM
2
 m/z 467 305 
217 
[M+Na]
+
 - 162 
[M+Na]
+
 - (87 + 162) 
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Figura 3.31. Espectro 
1
H RMN del compuesto 4 (400 MHz, CD3OD) 
El espectro de 
13
C RMN (Figura 3.32 a) mostró veinte señales, como en la fórmula condensada obtenida 
por espectrometría de masas. Estas señales se diferenciaron con el espectro DEPT 135 (Figura 3.32 b) 
como catorce carbonos con fase positiva, tres metilenos y por diferencia tres carbonos cuaternarios. El 
aspecto general del espectro 
13
C RMN es similar al de los compuestos anteriores en especial al del 
compuesto 3. Se encontraron dos señales para carbonos carbonílicos, una señal corresponde al carbonilo 
del éster en δC 176,4 (C-1’’) y la otra señal al carbonilo de la lactona del núcleo del swerosido en δC 165,9 
(C-11). Se observan cuatro carbonos olefínicos pertenecientes al núcleo básico; en primer lugar los dos 
del fragmento vinílico en δC 133,0 y δC 121,4 y los carbonos C-3 (δC 155,2) y C-4 (δC 104,4). Se 
identificaron las señales de los carbonos de la glucosa entre δC 60 a δC 110 y en la zona de los carbonos 
alifáticos se observaron señales para un metino en δC 34,9 y dos metilos en δC 19,1 y δC 19,0 que 
corresponden al fragmento isopropilo. 
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Figura 3.32. Espectros a. 
13
C RMN y b. DEPT 135 del compuesto 4 (100 MHz, CD3OD) 
 
Con el espectro HMQC (Figura 3.33) se observaron las conectividades esperada para las señales del 
núcleo tipo swerosido y adicionalmente se estableció la conectividad C-H del fragmento isopropilo    
conformado por un grupo metino (δH 2,60- δC 34,9) y dos grupos metilos (δH 1,13 - δC 19,0 y δH 1,14 - δC 
19,1). 
En el espectro COSY (Figura 3.34 y Figura 3.35), además de las interacciones escalares debidas al núcleo 
básico, se observaron con claridad las interacciones entre los metilos  en 1,14 (3H, d, J = 7,0, H-3’’) y 
1,13 (3H, d, J = 7.0, H-4’’) y el metino en 2,60 (1H, septete, J = 7,0, H-2’’) del fragmento isopropilo. El 
multiplete que aparece entre δH 3,23 – 3,40 e integra para 6 protones, es una zona complicada ya que en 
esta aparece la señal residual del metanol que presenta un quinteto en δH 3,31, y en esta región salen las 
señales de los protones H-3’, H-4’ y H-5’ de la glucosa, por las correlaciones que presentan los protones 
H-6 y H-9 con esta zona se puede decir que el protón H-5 también aparece dentro de este multiplete, 
como se ha descrito en otros secoiridoides de esta clase previamente aislados.
25
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Figura 3.33. Espectro HMQC del compuesto 4 
Figura 3.34. Espectro COSY del compuesto 4. 
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Figura 3.35. Ampliación del espectro COSY del compuesto 4  
 
Figura 3.36. Espectro HMBC del compuesto 4. 
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Figura 3.37. Ampliación  del espectro HMBC del compuesto 4 entre δH 4,4-7,9 y δC 10-180  
En el espectro HMBC (Figura 3.36, 3.37 y 3.38) se observan las correlaciones entre los protones del 
metilo H3’’ (δH 1,14) con el carbonilo de éster, indicando que el fragmento isopropilo forma parte del 
residuo del éster. Se observan las correlaciones del núcleo tipo swerosido entre el protón  H-3(δH 7,64) y  
los carbonos C-1 (δC 98,7), C-4 (δC 104,4), y C-5 (δC 22,9),  y el protón H-9 (δH 2,70) con C-1 (δC 98,7), 
C-4 (δC 104,4), C-5 (δC 22,9), lo cual establece uno de los dos anillos de la estructura. H-8 (δH 5,52)  
presenta correlaciones con C-9 (δC 43,4) y C-10 (δC 121,4), mostrando que el residuo vinílico está unido a 
C-9. La correlación entre H-1 (δH 5,56) y C-1’ (δC 100,4) indica que la glucosa está unida a la aglicona 
por C-1. Los protones H-6 (δH 1,82 y δH 1,90) presentan correlaciones con C-5 (δC 22,9), C-7 (δC 93,2) y 
C-4 (δC 104,4). El protón H-7 (δH 6,61) correlaciona con los dos carbonos carbonílicos C-11 (δC 165,9),  y 
C-1’’ (δC 176,4), esta última correlación estableció la unión del fragmento éster con el carbono C-7.  
El análisis integral de toda la información previa permitió proponer la siguiente estructura para el 
compuesto 4 la cual corresponde a un derivado del swerosido como se muestra en la Figura 3.40.  
. 
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Figura 3.38. Ampliación del espectro HMBC del compuesto 4 entre δH 0,8-4,0 y δC 10-180 ppm 
  
a     b 
Figura 3.39. Correlaciones presentadas en COSY (a) y HMBC (b) para el compuesto 4. 
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Figura 3.40. Estructura del compuesto 4. 
Tabla 3.8. Datos de RMN para el compuesto 4 (400MHz, CD3OD). 
 
 
 
 
 
 
 
Aunque a ninguno de los cuatro compuestos aislados se le determinó la estereoquímica, es posible que los 
compuestos conocidos presenten la estereoquímica con la que se encuentran en la literatura, ya que las 
Posición δH, mult, J (Hz) δC HMBC 
1 5,56, d, (1,5) 98,7 C-5, C-1', C-3 
3 7,64, d, (2,4) 155,2 C-1, C-4, C-5, C-11 
4 - 104,4 
 
5 3,23-3,40, m 22,9 
 
6 
1,82, dt, (14,8, 2,2) 
1,90,ddd, (14,8, 6,3, 2,2) 
28,8 C-4, C-7, C-5 
7 6,61, t, (2,2) 93,2 C-5, C-11, C-1'' 
8 5,52, dt, (16,9, 9,9) 133,0 C-9, C-10 
9 2,70, ddd, (16,9, 5,4, 1,5) 43,4 C-1, C-4, C-5, C-8, C-10 
10 
5,28, dd, (9,9, 2,1) 
5,30, dd, (16,9, 2,1) 
121,4 C-9, C-8 
11 - 165,9 
 
1’ 4,68, d, (8,0) 100,4 C-1 
2’ 3,18, dd,(9,0, 8,0) 74,7 
 
3’ 3,23-3,40, m 78,1 
 
4’ 3,23-3,40, m 71,4 
 
5’ 3,23-3,40, m 78,3 
 
6’ 
3,69, dd, (12,0, 5,7) 
3,86, dd, (12,0, 2,0) 
62,6 
 
1’’ - 176,4 
 
2’’ 2,60, septete, (7,0) 34,9 C-1'', C-3'', C-4'' 
3’’ 1,14, d, (7,0) 19,1 C-1'', C-2'', C-4'' 
4’’ 1,13, d, (7,0) 19,0 C-1'', C-2'', C-3'' 
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señales de 
1
H y 
13
C RMN coinciden con los desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento de la 
literatura. Así mismo es posible que el secoiridoide nuevo tenga la misma configuración del 
dihidrochelonanthosido debido a que las señales de la parte del swerosido son muy similares y las señales 
de la posición 7 son iguales, esta propuesta hay que confirmarla utilizando métodos para la determinación 
de la estereoquímica como por RMN con el espectro NOESY. 
Fracción B.3.3.4.2.1 
  
Figura 3.41. Espectro 
1
H RMN de la fracción B.3.3.4.2.1 (400 MHz, CDCl3)  
 
De la fracción B334 se obtuvo una fracción a la que se le tomó el espectro 
1
H RMN (Figura 3.37), en este 
se observa que es una mezcla en la que se puede ver  la presencia de al menos dos secoiridoides con 
estructuras similares por  las señales en 7,64 (d, J = 2,3 Hz), 7,58 ppm (d, J = 2,3 Hz) que corresponden a 
protones oxiolefínicos (H-3) y las señales en 6,59  (t, J = 2,1 Hz) y 6,58 ppm (t, J = 2,1 Hz) a protones de 
la posición 7; se puede tratar de una mezcla de dos secoiridoides con esqueleto tipo swerosido con un 
grupo éster unido al carbono C7, también se observan dos señales de protones anoméricos en 4,83 (d, J = 
7,9) y 4,72 (d, J = 7,8); lo que indica una mezcla de secoiridoides glicosidados que no fue posible separar 
con el procedimiento que se realizó.  
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3.2. Resultados de los ensayos biológicos 
Tabla 3.9. Resultados de ensayos biológicos 
 CE50 Artemia salina (ppm) CE50 Aedes aegyptii (ppm) 
Extracto etanólico 182 961 
Subextracto en hexano 86 750 
Subextracto en acetato de 
isopropilo 
225 1000 
Subextracto en sec-butanol 198 943 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en el bioensayo general de letalidad con larvas de Artemia salina se 
encontró que los extractos evaluados poseen valores de CE50 menores a 1000 ppm, lo que los hace 
interesantes para la búsqueda de compuestos con alguna actividad biológica. En cuanto a los resultados 
obtenidos en el bioensayo de actividad larvicida los extractos evaluados presentan valores de CE50 
cercanos o iguales a 1000 ppm, que de acuerdo a los rangos  de CE50 establecidos se consideran no 
activos. 
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Conclusiones 
Mediante el fraccionamiento del subextracto soluble en sec-butanol del extracto etanólico de hojas de C. 
alatus fue posible aislar e identificar cuatro secoiridoides glucosidados. 
Los secoiridoides fueron identificados como los componentes mayoritarios del subextracto soluble en 
alcohol sec-butílico. 
Por aplicación de métodos cromatográficos sucesivos y técnicas espectroscópicas se purifico e identifico 
un nuevo secoiridoide denominado isobutirato de 7-swerosido (5’’nor-dihidrochelonanthosido) el cual se 
reporta por primera vez. 
Se aisló e identificó el secoiridoide vogelósido, el cual se ha encontrado en otras especies de la familia 
Gentianaceae. Este es el primer informe sobre la presencia del vogelósido en la especie Chelonanthus 
alatus. 
Se aislaron e identificaron los secoiridoides swerosido y dihidrochelonanthosido los cuales han sido 
previamente reportados; el primero de ellos se ha encontrado en un gran número de especies de familia 
Gentianaceae y el segundo se ha reportado únicamente en la especie C. alatus. 
Los secoiridoides aislados presentan estructuras basadas en el swerosido y estos se diferencian por los 
sustituyentes unidos al carbono de la posición 7. 
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Recomendaciones 
Realizar el fraccionamiento del extracto etanólico por cromatografía líquida al vacío, que es un método 
rápido con el que se evita la formación de interfases y emulsiones, otra opción es fraccionar el extracto 
por exlusión por tamaño en Sephadex LH-20. 
Para la purificación de la fracción soluble en hexano se recomienda retirar las clorofilas antes de la 
separación de dicha fracción o pasarla por Sephadex LH-20. 
Trabajar la fracción butanólica con fase reversa para evitar la degradación de los compuestos que se 
presenta al trabajar en fase normal. 
Realizar estudios bioguiados para la obtención de fracciones o compuestos con actividad antimalárica y 
antifúngica. 
Realizar la determinación de la configuración relativa de los compuestos aislados utilizando espectros 
NOESY . 
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